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 A presente dissertação insere-se no domínio da Medicina Legal e Ciências 
Forenses e aborda, nos suplementos alimentares (Clorela e Spirulina), a 
pesquisa/quantificação de cianobactérias, cianotoxinas e bactérias patogénicas. 
A importância desta investigação deve-se à presença de casos de intoxicação 
humana em Portugal e a nível mundial. O grupo de trabalho do Professor Vítor 
Vasconcelos tem detetado toxinas de cianobactérias em suplementos alimentares 
vendidos no nosso país o que traduz na necessidade de dar continuidade ao estudo 
desta problemática. 
 Neste sentido, foram utilizadas doze amostras de suplementos adquiridas em 
diferentes Ervanárias no Grande Porto. Nas amostras liofilizadas foram isoladas 
cianobactérias em meios Z8 e Z8 com NaCl, feita a sua identificação através de análise 
morfológica por microscopia ótica e molecular por PCR e sequenciação. Para pesquisa 
de cianotoxinas, foi feita a pesquisa de genes envolvidos na sua produção e a sua 
deteção e quantificação por HPLC e ELISA.  
 Por identificação morfológica e molecular foi possível detetar a presença dos 
géneros Chlorella e Arthrospira. 
 O uso de métodos moleculares foram imprescindíveis para detetar cianobactérias 
e E. coli em amostras de Clorela bem como genes codificadores de microcistinas na 
Spirulina. 
Este trabalho laboratorial foi realizado no CIIMAR - Centro Interdisciplinar de 
Investigação Marinha e Ambiental, no Laboratório de Ecotoxicologia, Genómica e 
Evolução (LEGE), sob a orientação do Professor Dr. Vítor Vasconcelos. 
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This thesis falls within the field of Legal Medicine and Forensic Sciences and 
approaches, in food supplements (Clorela and Spirulina), the research/quantification of 
cyanobacteria, cyanotoxins and pathogenic bacteria. 
The importance of this research is due to the presence of cases of human 
intoxication in Portugal and worldwide. The working group of Professor Vítor Vasconcelos 
has detected cyanobacteria toxins in dietary supplements sold in our country which 
reflects the need to continue the study of this problem. 
In this regard, twelve samples of supplements were acquired in different health 
food stores in Oporto. In the lyophilized samples, cyanobacterias were isolated in medium 
Z8 and Z8 with NaCl, made their identification through the morphological analysis by an 
optical microscope, and molecular by PCR and sequencing. To search for cianotoxins, 
research was carried out with the genes involved in it’s production and it’s detection and 
quantification was made by HPLC and ELISA. 
By morphological and molecular identification it was possible to detect the 
presence of the genera Chlorella and Arthrospira.  
The use of molecular methods were essential to detect cyanobacteria and E. coli 
in samples of Clorela well as genes coding for microcystin in Spirulina. 
This laboratory work was conducted at CIIMAR - Interdisciplinary Centre for 
Marine and Environmental Research, Laboratory of Ecotoxicology, Genomics and 
Evolution (LEGE), under the guidance of Professor Dr. Vítor Vasconcelos. 
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1.1 - Doenças de Origem Alimentar 
 De acordo com a Organização Mundial de Saúde, a doença de origem alimentar é 
definida como “qualquer doença de uma natureza infeciosa ou tóxica que seja, ou que se 
suspeite ser causada pelo consumo de alimento ou água” (Adams M., 2002). 
 Embora exista uma larga vigilância promovida pelas entidades governamentais de 
todo o Mundo no sentido de assegurar a segurança da cadeia alimentar, a ocorrência 
dessas doenças ainda afetam a saúde pública tanto nos países desenvolvidos como nos 
países em desenvolvimento (Jorge R., 2006). 
 Cerca de 1,8 milhões de pessoas morrem anualmente com doenças provocadas 
por alimentos ou água contaminadas (Jorge R., 2006). 
 A contaminação pode ser classificada em química, física ou biológica. O perigo 
biológico é a causa mais comum nas doenças de origem alimentar devido à grande 
facilidade de contaminação associada fundamentalmente às práticas inadequadas de 
manipulação e armazenamento dos produtos alimentares. Nesta categoria de perigos 
incluem-se: bactérias, fungos, vírus, parasitas patogénicos e toxinas microbianas 
(Baptista P., 2003).     
   As doenças microbianas de origem alimentar podem ocorrer sob duas 
apresentações clínicas:  
 - doença infeciosa comummente provocada por bactérias; 
 - intoxicação de origem química, bacteriana ou através da contaminação de 
toxinas de origem natural dos próprios alimentos (Soares E., 2007). 
 A infeção provém da ingestão de alimentos que possuem microrganismos vivos. 
As intoxicações resultam de toxinas existentes no alimento ingerido mesmo quando o 
organismo que as originou não esteja presente. A infeção mediada por toxinas dá-se pela 
sua produção após a ingestão do alimento contaminado por microrganismos capazes de 
as originar (Baptista P., 2003).     
 A última análise realizada em 2009 pelos Estados Membros na União Europeia 
indica 5.550 possíveis surtos de doenças de origem alimentar que afetaram 48.964 
pessoas com 4.356 hospitalizações e 46 mortes (Fernandes C., 2011). 
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 Nesse mesmo ano, foram reportados em Portugal, um total de 11 surtos com 
afetação de 255 pessoas das quais 94 foram hospitalizadas e uma faleceu (Fernandes 
C., 2011). Considerando a perigosidade destas doenças ao nível da saúde pública, a sua 
vigilância é crucial para medir tendências e para a introdução de medidas de intervenção 
e controlo (educação para a saúde, legislação, alterações na produção alimentar e 
métodos de processamento/manuseamento) (Adams M., 2002). 
 
 
1.2 - Cianobactérias 
1.2.1 – Abordagem histórica das cianobactérias 
 Dados geológicos, paleontológicos e geoquímicos isotópicos indicam que as 
cianobactérias já habitam no planeta Terra há mais de 3500 milhões de anos. Porém, 
estudos com base em biomarcadores de DNA, sugerem que estes microrganismos 
apenas surgiram à cerca de 2600 milhões de anos. Algumas pesquisas referem que o 
oxigénio na atmosfera primitiva teve origem nas cianobactérias contribuindo assim para o 
surgimento de novos organismos aeróbicos (Haande S., 2008). 
 A taxonomia das cianobactérias é ainda muito controversa, prevalecendo em dois 
grandes sistemas: botânico e bacteriológico. A organização taxonómica tem como 
principais caracterizações a morfologia, a bioquímica, a molecular e genética. Apesar da 
morfologia ser complexa quando comparada com a maioria dos microrganismos 
procariotas, a taxonomia apenas baseada nas características morfológicas não resulta 
necessariamente numa classificação filogeneticamente confiável, até porque as 
cianobactérias variam muito de morfologia de acordo com as diferentes condições 
ambientais (Brito A. et al., 2012). 
 Ehrenberg em 1838 foi o primeiro a identificar as cianobactérias e Thuret, em 
1875, iniciou a sua primeira descrição taxonómica. De acordo com o Código Internacional 
de Nomenclatura Botânica, Bornet e Flahault em 1886 e Gomont em 1992 descreveram 
as primeiras monografias taxonómicas destes organismos, considerando-os como um 
grupo especial de algas verde-azuladas. Esta taxonomia teve como fonte o Código 
Internacional de Nomenclatura Botânica. Em 1932 Geitler classificou as cianobactérias 
em 1300 espécies, 145 géneros, 20 famílias e 3 ordens. Posteriormente, muitos outros 
autores abordaram este tema com base em critérios botânicos tradicionais, designando-
os mais tarde como o sistema de “Geitlerian” (Silva C., 2006). 
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 Entre 1951 e 1981, Drouet reduziu esta classificação para 62 espécies e para 24 
géneros. Esta análise teve como base a hipótese de que a maioria dessas espécies eram 
na realidade “ecophenes” pois demonstravam ter o mesmo genótipo mas diferente 
fenótipo devido aos diversos estímulos ambientais. Recentes estudos realizados ao nível 
do DNA provocaram novas oscilações nesta classificação levando a considerá-la 
insatisfatória para prevalecer como a mais correta (Silva C., 2006). Nos anos 70, R.Y. 
Stanier e seus colaboradores, realizaram uma nova taxonomia baseada em estudos 
bioquímicos, moleculares e ultraestruturais de acordo com as observações efetuadas por 
Cohn (1853). Devido a essa nova classificação mais microbiológica, esse novo sistema 
taxonómico designado “Stanierian” foi pela primeira vez englobado no Código Bacteriano. 
(Silva C., 2006) 
 Atualmente, as cianobactérias são agrupadas em cinco subsecções pelo Código 
bacteriano correspondentes a quatro ordens segundo o Código de nomenclatura botânica 













Cianobactéria unicelular que se reproduz por divisão celular binária ou 
por rebentos numa única célula, em colónias mantidas juntas pela 
mucilagem ou então por revestimentos laminados. Muitas espécies são 
planctónicas e contêm vesículas de gás. Elas ocorrem em águas doces 
bem como em ambientes marinhos. Os géneros típicos são 
Synechocystis e Microcystis. 
Subsecção II 
Algumas espécies podem sempre ou por vezes reproduzirem-se 
através de pequenas células esféricas que são produzidas por múltiplas 
divisões das células-mães. Geralmente crescem em ambientes 




Filamentosas, maioritariamente unisseriadas. Cianobactérias sem 
células especiais. Os tricomas normalmente têm uma bainha e muitas 
espécies têm vesículas de gás. O grupo é ecologicamente diversificado 
e ocorre em plâncton, bentónica e em habitats periféricos em águas 
doces e em ambientes marinhos. Os géneros típicos são Oscillatoria, 
Planktothrix e Spirulina 
Tabela I: Diferentes ordens da classificação botânica de cianobactérias e a sua correspondência para as 
subsecções da classificação bacteriana e uma breve descrição das principais características morfológicas e 






Filamentosas, maioritariamente unisseriadas. Cianobactérias que 
podem formar células especializadas (heterócitos e acinetos), sendo 
que algumas podem formar hormogonia (formação de tricomas dotados 
de mobilidade que dão origem a novos filamentos). Algumas espécies 
têm vesículas de gás. Elas ocorrem em plâncton, bentónica e habitats 
periféricos em águas doces ou ambientes marinhos e podem também 
ser encontradas em ambientes terrestres. Os géneros típicos são 




Filamentosas, normalmente são cianobactérias multisseriadas 
ramificadas (verdadeira ou falsa) que podem formar células 
especializadas (heterócitos e acinetos) e alguma forma de hormogonia. 
Ocorrem em ambientes aquáticos e terrestres mas normalmente não 
em plâncton. O género é Fischerella. 
  
 
1.2.2 – Caracterização das cianobactérias 
 As cianobactérias, também conhecidas por algas azul-esverdeadas, 
cianoprocariotas e cianófitas, possuem um variado impacto dentro dos ecossistemas 
naturais pois colonizam diversos tipos de meios, tanto marinho como terrestre devido à 
grande versatilidade morfológica e funcional das suas células (Haande S., 2008). 
 A designação de algas azul-esverdeadas deve-se ao fato da sua estrutura possuir 
pigmentos de clorofila-a e de ficocianina conferindo deste modo a pigmentação verde-
azulada (Haande S., 2008). São essencialmente autotróficas. Possuindo a capacidade de 
realizarem a fotossíntese através da doação de eletrões fornecidos pela água (Osswald 
J., 2002). Para a sua sobrevivência apenas necessitam de água, luz, dióxido de carbono 
e algumas substâncias inorgânicas. Algumas espécies porém, são heterotróficas 
facultativas podendo crescer no escuro na presença de substratos orgânicos. Outras 
utilizam o sulfureto como dador de eletrões para realizar a fotossíntese em ambientes 
anaeróbicos (Haande S., 2008). 
 As cianobactérias atingem tamanhos que variam entre 1 a 100 µm (Geoffrey A., 
2004). Morfologicamente, apresentam-se como unicelulares, filamentosas e filamentosas 
ramificadas (Bettina C., 2000). Funcionalmente, as cianobactérias podem ter a 
capacidade de captar o nitrogénio da atmosfera e transformá-lo em amónia através de 
células modificadas designadas heterócitos; ou possuírem acinetos que são células de 
resistência que se dividem quando existem condições mínimas para a sua sobrevivência 
(Osswald J., 2002). 
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 As cianobactérias apesar de serem amplamente encontradas nos mais distintos 
meios, elas estão preferencialmente distribuídas em locais de água doce como parte do 
plâncton, com pH entre 6 e 9, temperaturas a rondar os 25ºC, altas concentrações de 
nutrientes (sobretudo nitrogénio, fosforo e carbono orgânico) e em locais bem iluminados 
(Osswald J., 2002). Sendo também encontradas no solo, em rochas e em relações 
simbióticas com plantas, fungos e animais (Bettina C., 2000). No entanto são organismos 
extremamente resistentes à temperatura, salinidade, alcalinidade e luminosidade 
(Geoffrey A., 2004). 
 A reprodução das cianobactérias é assexual, maioritariamente por fissão binária. 
A divisão das espécies filamentosas dá-se pela formação de cadeias de células 
denominadas tricomas que divergem na sua morfologia, apresentando-se na forma reta, 
curvilínea ou helicoidal. Em condições adversas, os acinetos (células de resistência) 
dividem-se quando o ambiente volta a ser favorável (Osswald J., 2002). 
 
1.2.3 – Toxicidade das cianobactérias 
 A maioria dos microrganismos segrega substâncias tóxicas ou possuem 
componentes estruturais que atuam sobre as células provocando alterações funcionais. 
As toxinas são produtos microbianos capazes de lesar ou matar seres vivos quando 
administrados em quantidades relativamente pequenas. As toxinas, através de fatores de 
virulência, podem colonizar um hospedeiro aumentando a capacidade invasiva do 
microrganismo nos tecidos mais profundos. Deste modo, é mais fácil danificar a 
integridade e fisiologia do hospedeiro e das suas células, reproduzindo assim, alguns dos 
sinais clínicos da doença (Appelberg R., Silva N., 1998). 
 As cianobactérias produzem toxinas com efeitos nefastos tanto nos ecossistemas 
como os organismos que as ingerem.  
Existem espécies capazes de produzir toxinas e a presença de uma espécie já 
descrita como tóxica não indica, necessariamente a produção destas. Dentro de uma 
mesma espécie de cianobactérias podem existir estirpes produtoras e não produtoras de 
toxinas. Segundo Pearson e Neilan (2008), a produção de toxina depende da presença 
dos genes responsáveis pela produção da mesma.  
  As toxinas produzidas por cianobactérias são essencialmente de natureza 
proteica, alcaloide ou são lipopolissacarídeos. De acordo com as suas propriedades 
toxicológicas podem ser agrupadas em hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas ou 
irritantes dérmicos (Tabela II). 
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Tabela II: Descrição dos diversos tipos de cianotoxinas aquáticas e os seus géneros característicos 
(adaptado de Osswald J., 2002) 




































































 As cianotoxinas podem apresentar efeitos crónicos ou agudos mediante o tempo e 
o grau de exposição. Os mais graves são os péptidos cíclicos porque levam ao 
aparecimento de cancro nomeadamente, hepático. Os efeitos agudos são 
maioritariamente as hemorragias e a insuficiência hepática, provocando muitas vezes a 
morte (Haande S., 2008). 
 
 
 - Hepatotoxinas e Citotoxinas: 
 As hepatotoxinas são transportadas para o fígado através de transportadores 
iónicos multiespecíficos existentes no intestino delgado e nos canais biliares. No fígado, 
este tipo de toxina atrofia os hepatócitos através da inibição das fosfatases proteicas 
essenciais à sua manutenção provocando, assim, a inacessibilidade do órgão e posterior 
hemorragia. Se essa lesão não se demonstrar fatal, ocorre irreversibilidade na disfunção 
hepática. A hemorragia do fígado irá causar consecutivamente, uma falha cardíaca 
(Głowacka J. et al., 2011). 
 As hepatotoxinas mais conhecidas são as microcistinas. Mais de 80 microcistinas 
diferentes foram identificadas. Estas inibem a serina e a treonina-1 e 2A de células 
































tumores e danificam os hepatócitos causando hemorragias intra-hepáticas, necrose ou 
destruição parênquimal das células do fígado. Devido à gravidade destas toxinas, a 
Organização Mundial de Saúde, definiu como valor de concentração máxima de 
microcistina, 1 µg/L na água potável e 10 µg/L nas águas de recreio (Głowacka J. et al., 
2011). 
 As cianobactérias que produzem a cilindrospermopsina alcaloide cíclica, inibem a 
síntese de proteínas causando desordens nos rins, coração, timo e baço. Esta toxina 
também pode ser considerada uma hepatotoxina, pois exerce a sua ação no fígado 
causando a perda de cromossomas e da cadeia dupla de DNA que leva à formação de 
tumores hepáticos (Santos P., 2011).  
 
 - Neurotoxinas: 
 As neurotoxinas atuam no sistema nervoso causando a morte por paralisia dos 
músculos respiratórios. Esse efeito deve-se ao bloqueio do sistema de transmissão de 
impulsos nervosos entre os neurónios levando à perda de sensibilidade nas 
extremidades. Outra causa para esta paralisia deve-se à sobre-estimulação dos 
músculos respiratórios que acabam por extinguir os seus movimentos devido à exaustão. 
Este excesso de estimulação é provocado pela ligação da toxina aos recetores pós-
sinápticos da acetilcolina anulando assim, o efeito de supressão de estímulos (Sivonen K. 
et al., 1999).  
 Anatoxina-a, homoanatoxina-a, anatoxina-a(S) e a saxitoxina são cianotoxinas 
produzidas por estirpes fixadoras de nitrogénio que provocam alterações prejudiciais no 
sistema neurológico. A anatoxina-a e a homoanatoxina-a são agentes de bloqueio 
neuromuscular colinérgico; a anatoxina-a(S) inibe a acetilcolinesterase e a saxitoxina 
bloqueia os canais de sódio (Sivonen K. et al., 1999).  
 
 - Toxinas gastrointestinais e irritantes para a pele: 
 Os lipopolissacarídeos são constituintes da parede celular que induz nos 
mamíferos uma excessiva atividade biológica aumentando a resposta inflamatória do 
organismo afetado levando, por sua vez, à destruição do fígado. Podem também causar 





1.2.4 – Intoxicações por cianobactérias 
 A exposição a cianobactérias tóxicas é um risco para a saúde pública uma vez 
que as suas toxinas são potencialmente carcinogénicas e promotoras de distúrbios 
hepáticos, neurológicos, gastrointestinais e reações alérgicas (Neilan B., 2011). O 
consumo continuado de pequenas doses de cianotoxinas pode levar a uma maior 
incidência de cancro na população exposta. Deste modo, é importante que os efeitos 
crónicos de exposição prolongada por ingestão oral de baixas concentrações sejam 
avaliados tanto do ponto de vista epidemiológico como toxicológico (Apeldoorn M. et al., 
2007).     
 
1.3 - Suplementos alimentares 
 Atualmente as preocupações dos consumidores sobre os benefícios da sua 
alimentação na saúde estão a aumentar. Existem na nossa alimentação moléculas 
sinalizadoras perfeitamente conhecidas pelos seus benefícios no nosso organismo (Alves 
C. et al., 2008). As vitaminas e os minerais encontram-se entre este tipo de moléculas 
que desempenham um papel essencial nos processos biológicos, atuando como co-
factores para muitas reações bioquímicas, tanto a nível estrutural como a nível funcional. 
Assim, não é de surpreender que as deficiências de uma ou mais destas substâncias, 
possam ter um impacto negativo na nossa saúde pública (Márquez S., 2008). 
 Durante a primeira parte do século XX, vários estudos demonstraram a 
importância de alguns desses elementos na prevenção de deficiências alimentares e de 
distúrbios metabólicos, associados a essa carência (Márquez S., 2008). 
 Com o desenvolvimento da agricultura de cultivo intensivo de alimentos refinados, 
associados a um estilo de vida pouco saudável, aumentam as deficiências e a 
importância de uma suplementação indispensável em nutrientes. Daí o aumento 
significativo do uso de suplementos alimentares por parte dos consumidores (Alves C. et 
al., 2008).   
 
1.3.1 – Suplementos alimentares constituídos por microalgas: Clorela e Spirulina 
 As microalgas têm sido utilizadas como suplementos alimentares devido ao seu 
alto poder nutritivo e à sua larga distribuição (Sergeira V., 2009). Este tipo de 
suplementos são frequentemente consumidos por longos períodos e em grandes 
quantidades podendo provocar alterações prejudiciais no organismo se esses produtos 
estiverem contaminados (Márquez S., 2008). 
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 De facto, torna-se crucial efetuar uma rigorosa monitorização a esses 
suplementos devido à possível presença de toxinas causadoras de exposições de 
elevado risco na saúde pública (Sergeira V., 2009). 
 Numerosos estudos foram realizados nos últimos anos no sentido de determinar o 
grau de contaminação por toxinas nesses produtos compostos por algas e de avaliar o 
risco a eles associados. (Sergeira V., 2009) 
 O género Chlorella é uma microalga verde unicelular que habita nas águas doces 
há mais de dois biliões de anos e é recolhida sob a forma de um caldo espesso de cor 
verde escura (Jeske M. et al., 2011). 
 Esta microalga é extremamente nutritiva, rica em proteínas (60% da sua 
constituição), niacina, ácido pantoténico, ácido fólico, biotina, colina e vitaminas entre as 
quais se destacam a A, B1, B2, B6, B12, C, E e K. É também rica em minerais como 
cálcio, magnésio, zinco, cobre, manganês, ferro, enxofre, iodo, fósforo, potássio, cobalto 
e selénio. Possui ainda, enzimas, ácidos gordos polisaturados e ácido lipoico (Jeske M. et 
al., 2011). Tem sido amplamente utilizada para nutrir o organismo, desintoxicar e 
normalizar a função intestinal, estimular o sistema imunológico e regenerar as células 
(Jeske M. et al., 2011). 
Os suplementos alimentares de Spirulina são constituídos pelo género Spirulina. 
Trata-se de uma cianobactéria filamentosa com forma espiral/helicoidal. Existem 
numerosos documentos que mencionam esta alga já desde a época da civilização Azteca 
(Karkos P., 2011). 
 A Spirulina provém da biomassa seca da Arthrospira platensis que é um 
organismo aeróbio fotossintético distribuído por todo o mundo e encontrado 
fundamentalmente em águas doces e marinhas. É uma cianobactéria facilmente cultivada 
e floresce principalmente em lagos alcalinos sob condições controladas (Karkos P., 
2011). 
 Esta cianobactéria tem sido utilizada como fonte de proteínas (isoleucina, leucina, 
lisina, meteonina, fenilalanina, treonina e valina) minerais (nomeadamente cálcio, 
potássio e o fósforo) e suplementos vitamínicos, especialmente a vitamina B12, vitamina 
E e a pro-vitamina A (beta-carotenos). É também rica em compostos fenólicos, 
ficocianina e ácido linolénico. Para além disso, contribui para aumentar os níveis de 
energia no organismo porque possui polissacarídeos e gorduras essenciais que são 
rapidamente absorvidos pelas células humanas. Esta cianobactéria aumenta o número 
de lactobacillus no interior do intestino cooperando indiretamente na produção de 
vitamina B6 que auxilia na produção de energia (Ambrosi M. et al., 2008). 
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1.4 – Deteção de Microrganismos e suas toxinas nos suplementos alimentares  
 Entre os vários parâmetros que determinam a qualidade de um alimento, os mais 
importantes são aqueles que definem as suas características microbiológicas. Os 
números e os tipos de microrganismos presentes num produto alimentar podem ser 
utilizados para avaliar a sua segurança e qualidade microbiológica. A sua segurança é 
determinada pela presença ou ausência de microrganismos patogénicos ou suas toxinas 
(Deng R. et al., 2010). 
 Inúmeros métodos laboratoriais de análise podem ser utilizados para analisar as 
características microbiológicas num produto alimentar. 
Atualmente, os métodos moleculares de deteção, identificação e caracterização 
microbiana tendo como base o seu genótipo, têm sido largamente utilizados (Taveira N., 
2000). 
 A reação de polimerização enzimática em cadeia (PCR) descoberta em 1983 por 
Kary Mullis, é um método de amplificação dos ácidos nucleicos com grande 
desenvolvimento e de generalizada utilização (Taveira N., 2000). 
 O PCR tem vindo a ser estabelecido em diagnósticos microbiológicos numa 
necessidade de abreviar o tempo necessário para a obtenção de resultados analíticos, 
melhorar a produtividade laboratorial, simplificar o trabalho e reduzir custos. Além destas 
vantagens, ainda apresenta uma elevada sensibilidade e especificidade (Oliveira T., 
2010). 
O método de PCR utiliza um segmento de DNA alvo (de tamanho delimitado 
através de dois primers oligonucleotídicos específicos) para ser amplificado pela DNA 
polimerase termo-resistente. Esta reação decorre em ciclos sucessivos, 30-40 ciclos, 
onde ocorre a desnaturação do DNA alvo por aquecimento (92-95ºC), a hibridização dos 
primers com as sequências complementares do DNA alvo (50-60ºC), e a elongação 
enzimática dos primers (68-72ºC) em que a DNA polimerase sintetiza as sequências 
compreendidas entre os primers. Deste modo, como a elongação de um ciclo é utilizada 
no ciclo seguinte, o número de cópias do segmento de DNA delimitado pelos primers 
duplica teoricamente em cada ciclo de amplificação (Taveira N., 2000).  
Dentro das várias técnicas de PCR, as mais comuns são o Multiplex PCR, RT-
PCR (Reverse Transcriptase Chain Reaction), Nested-PCR e PCR competitiva.  
 Na multiplex PCR, dois ou mais segmentos de DNA são utilizados na amplificação 
sendo utilizado um par de primers específico para cada segmento, o que facilita e 
simplifica algumas análises como os testes de paternidade (Rasmussen J. et al., 2007).  
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 O RT-PCR é um método de amplificação de ácidos nucleicos a partir de 
moléculas de RNA convertidas em DNA complementar (cDNA) para ser usado como 
molde na reação de PCR fornecendo, assim, dados qualitativos/quantitativos (Wilson K. 
et al., 1999). 
  O Nested-PCR utiliza como molde o primeiro produto amplificado numa reação 
anterior de PCR. Ou seja, realiza uma re-amplificação a partir de primers que se 
hibridizam no interior do produto da primeira reação (Ouahid Y. et al., 2005). 
 O PCR competitivo usa o molde de DNA e outra parcela de DNA, de sequência, 
tamanho e concentrações definidas em que as extremidades são complementares dos 
primers que amplificarão a sequência alvo. O resultado obtido é a amplificação de duas 
parcelas de DNA nomeadamente o de controlo e o de interesse (Rasmussen J. et al., 
2007). 
 O PCR tem sido uma ferramenta útil na identificação de cianobactérias e na 
avaliação do seu potencial tóxico pela identificação de genes específicos para cada 
espécie e de genes envolvidos na produção de toxinas (Oliveira T., 2010). 
 
 
1.5 – Deteção e quantificação de cianotoxinas 
 Nos últimos anos verificou-se um aumento significativo no desenvolvimento de 
métodos para a deteção e quantificação de toxinas nos alimentos. 
 As cianotoxinas podem ser detetadas por Cromatografia Líquida de Alta Eficácia 
(HPLC), Cromatografia Líquida acoplada ao Espectrómetro de Massas, Espectrometria 
de Massas Q-TOF, ensaios imunológicos (ELISA) e métodos moleculares que usam 
oligonucleótidos iniciadores específicos (Lee J. et al., 2008). 
 É através de métodos cromatográficos como o HPLC que se torna possível a 
separação de determinadas misturas para que os seus constituintes sejam identificados e 
quantificados (Lee J. et al., 2008). 
 Este processo de quantificação funciona basicamente pela adsorção do analito de 
interesse na fase estacionária repartindo os componentes de uma mistura entre duas 
fases. O tempo de retenção permite a separação dos vários constituintes que compõe 
uma determinada amostra: o analito e os seus interferentes (Lee J. et al., 2008). 
 Na cromatografia líquida, a fase estacionária é constituída por partículas sólidas 
empacotadas numa coluna, onde é atravessada a fase móvel. São as forças físicas e 
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químicas que atuam entre os solutos e as duas fases são responsáveis pela retenção dos 
solutos sobre a coluna cromatográfica. A diferença na magnitude dessas forças 
determina a resolução e portanto a separação dos solutos individuais (Burtis C. et al., 
1996). 
 O método de HPLC é bastante sensível e pode ser usado como uma ferramenta 
valiosa no controlo de qualidade para a determinação rápida de amostras liofilizadas (Lee 
J. et al., 2008).   
 O teste ELISA baseia-se na reação enzimática e imunoquímica da formação de 
complexos antigénio-anticorpo.  
Este teste, neste caso prático, deteta de uma forma indireta os congéneres das 
toxinas. Baseia-se no reconhecimento através de anticorpos específicos. A toxina, 
quando presente numa amostra, é detetada com o aparecimento de uma cor. A 
intensidade dessa cor é inversamente proporcional à concentração da toxina detetada. 
Essa concentração é analisada pelo leitor de ELISA (Abraxis). 
Este teste é de rápida deteção devido à sua sensibilidade e especificidade, sendo, 
por isso, amplamente utilizado na pesquisa de toxinas por ser perfeitamente sensível e 
de fácil manipulação e padronização reforçando, assim, algumas técnicas mais clássicas 
(Benbrook D., 2002). 
  
Existem vários modelos de ELISA: 
 - ELISA indireta que utiliza um antigénio aderido à placa sólida. Para que ocorra a 
formação de complexos antigénio-anticorpo, a substância teste é adicionada a essa placa 
(Benbrook D., 2002). 
 - ELISA de bloqueio ou competição que requer a presença de anticorpos que são 
revelados pela competição com outros anticorpos específicos contra o mesmo tipo de 
antigénios (Benbrook D., 2002).  
 Os métodos de HPLC e de ELISA são usualmente utilizados pelas entidades 
responsáveis pelo controlo da segurança alimentar, no sentido de detetar e quantificar 




1.6 - Deteção de bactérias patogénicas mais comuns nos suplementos alimentares 
 Atualmente, devido à importância de apenas um único microrganismo patogénico 
poder provocar doenças, torna-se extremamente necessário realizar análises 
microbiológicas aos alimentos. 
  
 - Escherichia coli 
 O género Escherichia pertence à família das Enterobacteriaceae. São bacilos 
Gram-negativos, aeróbios-anaeróbios facultativos, asporogénicos, imóveis/móveis, com 
flagelos, perítricos, fermentadores da glucose e citocromo-oxidase negativo (Sousa J., 
2000). 
 A E. coli cresce entre 4 a 5ºC. É capaz de sobreviver em ambientes congelados (- 
20ºC). Temperaturas acima de 60 a 70ºC durante 30 minutos inativa a maioria das 
estirpes. A reprodução é inibida a pH menor que 4.5 ou maior que 9.0 e a concentrações 
de sal superiores a 8.5% (Sousa J., 2000).      
 A Escherichia coli é produtora de toxinas termo-lábeis e termo-estáveis 
responsáveis pela patogénese da infeção entérica (Sousa J., 2000).    
 Existem várias estirpes de E. coli entre as quais a estirpe ETEC, responsável pela 
diarreia do viajante; a estirpe EIEC que destrói o epitélio do colón ocasionando uma 
diarreia aguda com sangue e leucócitos nas fezes; a estirpe EPEC associada à diarreia 
do recém-nascido e a estirpe EHEC que provoca colites hemorrágicas, diarreias não 
sanguinolentas e síndroma hemolítico-urémica. A E. coli é também o principal agente 
etiológico da infeção urinária. O tempo de incubação depende das estirpes em causa 
(Sousa J., 2000).    
 
 - Salmonella spp. 
 A Salmonella também pertence à família das Enterobacteriaceae. 
 Esta bactéria provoca uma doença denominada salmonelose, adquirida pela 
ingestão de alimentos e de água contaminados ou então, por contato fecal-oral. O 
desenvolvimento desta enfermidade depende na maioria dos casos da ingestão da 
Salmonella (106-109 bactérias). No estômago, a pH 2.0, o número de células viáveis é 
muito reduzido, porém se houver multiplicação no intestino pode ocasionar gastroenterite 




 - Pseudomonas aeruginosa 
 As Pseudomonas pertencem à família das Pseudomonadaceae. São bastonetes 
direitos ou ligeiramente curvos, Gram-negativas, móveis com flagelos polares, aeróbias, 
não formadoras de endósporos e quimiorganoheterotrófica a pH neutro e temperaturas 
na gama mesofílica (Sá-Correia I., 2000). 
 As Pseudomonas são agentes patogénicos oportunistas, pois surgem, 
fundamentalmente em doentes que já anteriormente sofriam de outras doenças ou lesões 
que levam ao agravamento da infeção, nomeadamente, infeção urinária difícil de 
erradicar e frequentes após cateterização; infeções em feridas e zonas queimadas; otites 
crónicas (média e externa); infeção do trato respiratório (em doentes com fibrose quística 
e em doentes que têm que recorrer a ventiladores) e infeções dos olhos após lesão 
traumática ou cirúrgica (Sá-Correia I., 2000). 
 
- Staphylococcus aureus 
 O género Staphylococcus pertence à família dos Micrococcaceae. São cocos 
Gram-positivos, com diâmetro de 0.5 a 1.5 µm, imóveis, capsulados e não esporulados. 
Podem agrupar-se em cachos, pares, em cadeias curtas ou cocos isolados. São 
anaeróbios facultativos capazes de crescerem em meios com elevado teor de cloreto de 
sódio (10%) e a temperaturas a rondar os 18 a 40ºC (Cristino J., 2000). 
 As estirpes de S. aureus são dos agentes mais frequentes de infeções adquiridas. 
A versatilidade e a gravidade das infeções/intoxicações dependem da grande variedade 
de toxinas e enzimas produzidas por esta bactéria (Cristino J., 2000). 
 A intoxicação alimentar estafilocócica é uma das mais comuns de origem 
microbiana. São conhecidas sete enterotoxinas estafilocócicas serologicamente distintas 
(A, B, C, D, E, G e H) das quais a enterotoxina A é a mais importante. Os sintomas mais 
comuns neste tipo de intoxicações são os vómitos intensos, diarreia e dores abdominais 
que surgem cerca de 4 horas após a ingestão do alimento contaminado (Cristino J., 
2000). 
 
 - Campylobacter jejuni  
 O Campylobacter jejuni pertence à família das Campylobacteraceae. Esta bactéria 
é um bastonete curvo, em espiral ou em forma de S, é Gram negativa, com 0.5 - 5 µm de 
comprimento e 0.2 – 0.5 µm de largura. Pode adquirir a forma cocóide nas culturas 
envelhecidas. Não forma esporos. É oxidase positiva. Possui um ou dois flagelos nas 
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extremidades. Desenvolve-se em microaerofilia, embora existam espécies que se 
desenvolvem em anaerobiose (Veloso M., 2000).                
 Esta bactéria é responsável, tanto por surtos, como por casos de gastroenterites. 
Em indivíduos imunodeprimidos este microrganismo causa infeções extra-intestinais, 
como meningites, colecistites, infeções do trato urinário, artrite reativa, síndromas de 
Reiter e de Guillain-Barré (Veloso M., 2000).                
 As enterites causadas por esta bactéria são manifestadas por hipertermia, 
vómitos, dores abdominais e diarreia profusa com fezes aquosas ou mucosas e 
sanguinolentas (Veloso M., 2000).               
 
 - Enterococcus 
 Os Enterococcus pertencem à família das Enterococcaceae. São cocos Gram-
positivos apresentando-se isolados, aos pares, em cadeias curtas ou como coco-bacilos. 
São anaeróbios facultativos, crescendo entre 35 a 37ºC embora muitas estirpes cresçam 
entre 10 a 45ºC; todos crescem em caldo com 6.5% de NaCl e hidrolisam a esculina na 
presença de 40% de sais biliares. Algumas espécies são móveis (Costa M., 2000).      
 Estas bactérias causam infeções do trato urinário (cerca de 10% em ambientes 
não-hospitalares e cerca de 16% das infeções nosocomiais), infeções nas feridas 
cirúrgicas, endocardites, infeção pélvica ou intra-abdominal, bacteriemias e meningites 
(Costa M., 2000).         
 
 - Clostridium perfringens 
 O Clostridium perfringens pertence à família Clostridiaceae. É um bacilo Gram-
positivo curto, morfologicamente reto, imóvel, aerotolerante, quase sempre capsulado, 
com esporos ovais subterminais, dificilmente observáveis. Produz uma grande 
quantidade de gases nos meios líquidos e uma beta-hemólise dupla nos meios com 
sangue. O seu crescimento é rápido e dissemina-se no meio ambiente através de 
esporos fundamentalmente responsáveis pela infeção exógena (Ramos M., 2000). 
 As toxinas produzidas possuem propriedades letais, hemolíticas e necrosantes. 
Podem causar também agregação plaquetária, lise e trombose dos capilares locais. 
Deste modo, esta bactéria provoca fasceíte necrosante (gangrena gasosa). Os tecidos 
afetados têm um aspeto muito característico: pele eritematosa, inchada, com dor intensa 
local, com bolhas gasosas devido à formação de gás, podendo evoluir depois para a 
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necrose, destruição dos músculos, insuficiência respiratória, choque séptico, CID e até 
morte (Ramos M., 2000). 
 
1.7 - Intoxicações Alimentares no Âmbito da Medicina Legal 
 Uma das causas mais importantes de morbilidade e mortalidade ao nível mundial 
são as intoxicações agudas de origem alimentar (Abreu A., 2013). 
 O consumo de alimentos contaminados e de água imprópria podem provocar 
doenças, causando anualmente a morte a cerca de 1,8 milhões de pessoas. A maioria 
destas enfermidades provém de gastroenterites (Guia C. 2012). 
 Esse número tem vindo a aumentar ao longo dos últimos anos cujas causas terão 
raízes sociais, económicas e de desenvolvimento tecnológico, estando associado à falta 
de controlo higiénico na produção, manuseamento e manutenção dos alimentos (Abreu 
A., 2013). 
 Na maioria dos casos, as intoxicações são curáveis, porém algumas mais graves 
poderão levar à morte (Abreu A., 2013). 
 Estima-se que aproximadamente 90% das doenças transmitidas através dos 
alimentos sejam causados por microrganismos (Guia C., 2012). 
 O Center for Disease Control Prevention (CDCP) indica que nos Estados Unidos 
da América as doenças originárias dos alimentos provocam cerca de 76 milhões de 
doentes, 325.000 internamentos e 5000 mortes por ano (Guia C., 2012). 
 As mortes por intoxicações são uma das causas mais comuns na investigação 
forense, deste modo, torna-se imprescindível proceder à promoção de estudos ao nível 












 Na presente dissertação foram realizadas técnicas laboratoriais no sentido de 
detetar cianobactérias, cianotoxinas e bactérias patogénicas nos suplementos 
alimentares, Clorela e Spirulina. 
 Para tal, utilizou-se a amplificação por PCR com posterior sequenciação. Os 
métodos cromatográficos (HPLC) e imunológicos (ELISA) serviram como prova e 
quantificação para a presença de cianotoxinas. 
 
 São objetivos desta dissertação: 
 
 - isolamento e identificação de cianobactérias nos suplementos alimentares 
(Chlorella spp. e Spirulina spp.) utilizando microscopia ótica e técnicas de biologia 
molecular (PCR e sequenciação); 
 
 - Pesquisa e identificação de cianotoxinas através de técnicas de biologia 
molecular (PCR e sequenciação); 
 
 - Pesquisa de bactérias patogénicas através de técnicas de biologia molecular 
(PCR e sequenciação); 
 
 - Deteção e quantificação de cianotoxinas por cromatografia (HPLC) e pelo ensaio 
imunológico (ELISA). 










3- Materiais e métodos 
 
3.1- Caraterísticas das Amostras 
 Doze amostras de suplementos alimentares (quatro de Chlorella e oito de 
Spirulina) de diferentes marcas foram adquiridas em Ervanárias na região do Grande 
Porto no mesmo período de tempo. 
 Destas doze amostras, duas apresentavam-se em pó, quatro em cápsulas e seis 












Iswari 70g 30g WE12060011 02/2014 C1 
Chlorella  
(100 cápsulas) 












120600133 03/2014 C4 
Spirulina em 
Pó (100%) 
Iswari 125g 30g WE12080022 03/2014 S1 
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ELISA (MC) HPLC 
Meio Z8 
Meio Z8 com 
NaCl 
Sequenciação 
 Todos estes produtos alimentares (tabela III) encontravam-se hermeticamente 
fechados e dentro do prazo de validade.  
 
 


















 Alíquotas com cerca de 30 g de cada amostra foram pesadas assepticamente e 
reduzidas a pó com o auxílio de um almofariz e pilão. 
 Foi adicionado cerca de 15 ml de meio Z8 (Kotai, 1972), em frascos de 
poliestireno esterilizado de 50 ml.  
Dessas 30 g de amostras foram transferidos cerca de 0,01 g para o frasco de 





 O mesmo procedimento foi repetido para a adição de 15 ml de meio Z8 com NaCl 
(30 g/L). (figura 2) 
 
 
Fig. 2 - Isolados em meio Z8 e em meio Z8 com NaCl, em frascos de poliestireno estéreis de 50 ml 
 
Estes foram posteriormente acondicionados numa sala de culturas sob a luz 
artificial (lâmpadas fluorescentes Philips, 40 W), a 25±ºC em fotoperíodo de 14h dia / 10h 
noite durante 8 meses. 
Para o isolamento utilizou-se um microscópio ótico com ampliação 40x e pipetas 
Pasteur estiradas à chama da lamparina. Estas foram sucessivamente lavadas em gotas 
de água destilada até completa libertação de contaminantes visíveis.  
As colónias isoladas foram ressuspendidas num novo meio Z8 correspondente ao 
meio que determinou o seu crescimento.  
Como forma de duplicar o método de isolamento, foi inserida uma gota de 
amostra com colónias isoladas espalhadas, com o auxílio de uma ansa sobre uma placa 
de Petri de poliestireno estéril de 60 mm de diâmetro com meio agar Z8 ou meio agar Z8 
com NaCl, conforme o crescimento. (figura 3) 
 




 Após o seu crescimento, as colónias foram inoculadas para meio líquido Z8 em 
frascos de poliestireno esterilizados de 50 ml.  
Efetuou-se sucessivas inoculações nos respetivos meios Z8 até obter culturas 
unialgais. 
As condições de aclimatização formam mantidas durante todo o crescimento.  
Para assegurar a inexistência de contaminações algais/fúngicas todo este 
processo foi periodicamente observado ao microscópio ótico. 
Sempre que se obteve uma cultura pura, as colónias foram fotografadas, com 
recurso a um sistema composto por um microscópio ótico Leica DMLB associado a uma 
câmara Leica ICCA, com o Software Leica Q Win colour. 
 
 
3.3- Identificação dos isolados 
   A identificação dos isolados foi realizada através da sua visualização ao 
microscópio ótico e com o auxílio dos manuais Modern approach to the 
classification system of Cyanophytes 4-Nostocales; Cyanoprokaryota 1. Teil 
Chroococcales; Cyanoprokaryota 2. Teil/2nd part: Oscillatoriales. 
 Para validar a identificação de cianobactérias procedeu-se à sequenciação 
molecular com o gene 16S rRNA através do método de PCR.  
 
 
3.4 – Análise molecular 
 O PCR foi utilizado na deteção de genes específicos para cianobactérias 
(amostras liofilizadas e isolados obtidos), genes codificadores de cianotoxinas (amostras 







3.4.1 – Extração do DNA 
 - Amostras liofilizadas 
 Mediu-se cerca de 0,01 g de liofilizados para um eppendorf de 1,5 ml e foi 
utilizado o kit “PureLink Genomic DNA Mini Kit” (Invitrogen, lote 893861), tendo sido 
seguido as indicações do fabricante para a extração do DNA genómico. Durante o 
procedimento, foi usado a centrífuga Eppendorf 5415R e a placa de aquecimento com 
agitação Eppendorf Thermomixer Compact. Para a realização da eluição do preparado, 
adicionou-se 50 µl de tampão. 
 A presença de DNA genómico foi confirmado por eletroforese num gel de agarose 
(UltrapureTM Agarose, Invictrogen) a 1,5% seguindo os procedimentos standard da 
eletroforese (Davis et al., 1994) utilizando uma solução de tampão de Tris-Acetato EDTA 
(TAE 1%, BioRad-40mM Tris, 20 mM ácido acético, 1 mM EDTA, pH 8,3). 
 A voltagem aplicada dependeu do tamanho do gel, variando entre 80 a 100 V, 
num período de 30 a 45 minutos. Ao gel de agarose foi adicionado entre 1 a 3 µl de 
brometo de etídio (BioRad) de uma solução stock de 10 mg/ml. Nos poços de gel foram 
carregados 5 µl de DNA e 1 µl de tampão de carregamento a 1x (nucleic acid sample 
loading buffer 5x, BioRad – 50mM Tris-HCL, pH 8, 25% Glicerol, 5 mM EDTA, 0.2% Azul 
de Bromofenol e 0.2% xylene cyanol FF). 
 O marcador utilizado ao longo do trabalho foi o 1Kb plus DNA Ladder da 
Invitrogen (fragmentos de 100 bp a 12 Kb) (figura 4). 
 
Fig. 4 - Marcador 1Kb plus (Invitrogen - fragmentos de 100 bp a 12 Kb) 
 
 A imagem do gel foi fotografada recorrendo a um transiluminador CSL-
MICRODOC System (Cleaver Scientific Ltd.) sob influência de luz ultravioleta, acoplado a 
uma câmara Cannon PowerShot G9. 
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 - Isolados 
 Retirou-se uma alíquota com algumas colónias de cada amostra com o respetivo 
meio Z8 e transferiu-se para os vários eppendorfs, tendo procedido depois a uma 
centrifugação e posterior extração de DNA com o kit “PureLink Genomic DNA Mini Kit” 
seguindo o mesmo protocolo utilizado para a extração das amostras liofilizadas. 
  
3.4.2 – Amplificação por PCR 
 Para cada par de primers foram realizadas reações de PCR num volume final de 
20 µl. Os reagentes foram obtidos através da Promega (Madison WI, USA) e cada reação 
de PCR continha: 1x GoTaq buffer, 2.5 mM de MgCl2, 10.0 pmol de cada primer, 125 µM 
de dNTP’s, 0.5 U de GoTaqR Flexi DNA polimerase e 10 ng de DNA tanto das amostras 
liofilizadas como dos isolados.  
 
 
A tabela seguinte indica os marcadores moleculares utilizados para a 
deteção/identificação do taxa em cianobactérias: 
 









rRNA (pequena subunidade ribossomal); fragmento específico para 
cianobactérias 
rpoC1 
Enzima RNA polimerase; específico para Microcystis spp. (primers RPOCM ver 
tabela VII) 
rpoC1 Enzima RNA polimerase; específico de C. raciborskii (primers CYL ver tabela VII) 
gyrB DNA girase subunidade B; específico para Microcystis aeruginosa 
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mcyA Enzima não ribossomal péptido sintetase 
mcyB Enzima não ribossomal péptido sintetase 
mcyC Enzima não ribossomal péptido sintetase 
mcyD Enzima Poliquétido Sintetase 
mcyG Enzima Poliquétido Sintetase 
mcyE Enzima Poliquétido Sintetase 
Cilindrospermopsina 
PS Enzima Peptido Sintetase 
PKS Enzima Poliquétido Sintetase 
AMT Enzima Amidinotransferase; específico para Cilindrospermopsina 
Nodularina nda F Enzima nodularina sintetase 
Anatoxina-a anaC Enzima anatoxina-a sintetase 
Saxitoxina (PSP) sxtI Enzima biossíntese da saxitoxina 
 
 Numerosos ensaios de amplificação por PCR são aplicados na deteção de 
bactérias patogénicas nos mais variados alimentos. Os alvos de amplificação estão 
referenciados na tabela VI.  
 
Tabela VI – Bactérias patogénicas, genes específicos e respetiva codificação 
 
Os controlos negativos foram sempre efetuados com água destilada estéril e os 
controlos positivos das cianotoxinas estão descritos na tabela seguinte:
Microrganismo alvo Genes específicos Codifica 
Escherichia coli GADAB Enzima ácido glutâmico descarboxílase (GAD) 
Salmonella spp INVA Invasão da proteína A 
Pseudomonas aeruginosa PAL1 Enzima fenilalanina amónia liase (FAL) 
Staphylococcus aureus aroA 
Enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase 
(EPSPS) 
Campylobacter jejuni hip-O Enzima hipuricase 
Enterococcus tuf 
Fator de elongação EF-Tu (participa na síntese 
de proteínas) 
















































































































































































































































- a primeira coluna diz respeito à desnaturação, a segunda ao emparelhamento e a terceira à extensão 
* - LEGE 00063 - DNA da estirpe Microcystis aeruginosa; Estirpe MN – DNA da estirpe Microcystis spp.; Estirpe IZ3 – DNA da estirpe Microcystis spp.; LEGE 97047 – DNA da 
estirpe Cylindrospermopsis raciborskii; Estirpe AQS RT - DNA da estirpe Cylindrospermopsis spp.; LMECYA 040 – DNA da estirpe Aphanizomenon gracile; LEGE X-022 – 













































































































































































Sequência do primer (5’-3’) 
Tamanho 
(bp) 
Reação de PCR 
Referência Desnaturação 
inicial 
Ciclo de PCR*  
Extensão 
final 


























































































































As reações decorreram no termociclador (Biometra Profissional Thermocycler). O 
volume de reação utilizado tanto na análise simplex como multiplex manteve-se nos 20 
µl.  
Os produtos de PCR foram armazenados a 4ºC até se proceder à electroforese. 
A análise dos produtos de PCR foi realizada por electroforese em gel de agarose 
a 1,5%, tendo sido utilizadas as mesmas condições que para a visualização do DNA 
genómico. 
Sempre que não se tinha a certeza de que tivesse ocorrido a amplificação ou que 
esta se apresentava muito ténue no gel de agarose era efetuado um nested-PCR, ou 
seja, realizava-se uma reação de PCR utilizando como template não o DNA genómico 
inicial, mas sim o produto da amplificação do PCR. 
As condições da reação da nested-PCR foram as mesmas que para a do PCR 
utilizado. 
 
- Análise do gene 16S rRNA nas amostras: 
A análise de PCR foi realizada em primeiro lugar para o par de primers 106/781R 
(tabela VII), com o objetivo de amplificar um fragmento de 675 bp do 16S rRNA partilhado 
por todas as cianobactérias (tabela VII). 
Este procedimento serviu como controlo positivo para os PCR posteriores. 
Após a confirmação da presença das cianobactérias procedeu-se a ensaios por 
forma a determinar a existência de principais grupos deste microrganismo produtores de 
cianotoxinas. 
    
- Pesquisa de genes envolvidos na produção de cianotoxinas:  
A pesquisa dos genes (mcyC, mcyD e mcyG) codificadores das cianotoxinas foi 
realizada em amostra liofilizadas, através do método PCR multiplex (Quahid et al., 2005 e 
Quahid e del Campo, 2009) (tabela VII). 






- Pesquisa de bactérias patogénicas: 
A pesquisa dos genes codificadores da Eschericia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella spp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Enterococcus e 
Clostridium perfringens foi efetuada em amostras liofilizadas e em isolados de 
cianobactérias à data da realização do PCR (tabela VIII). 
E. coli, Pseudomonas aeruginosa e a Salmonella spp. foram executadas por PCR 
multiplex, tendo as restantes bactérias sido efetuadas por PCR simples. 
Não foram utilizados controlos positivos devido à sua inexistência no laboratório. 
 
3.4.3 – Primers 
Nas reações de PCR foram utilizados primers específicos para os genes 
codificadores de cianobactérias, cianotoxinas e bactérias patogénicas, conforme pode ser 
observado nas tabelas VII e VIII. 
 
3.4.4 – Preparação das amostras para a sequenciação 
Todas as amostras amplificadas pelo método de PCR foram selecionadas de 
acordo com o fragmento codificante e posteriormente preparadas para efetuar a sua 
sequenciação. 
Foi realizada uma nova amplificação dos fragmentos de genes específicos para 
um volume de 40 µl de forma a proceder à sua sequenciação. 
Para tal, manteve-se a mesma proporção de reagentes de modo a efetivar esta 
reação. 
Após a reação, os produtos foram excisados e purificados recorrendo ao kit “Cut & 
Spin Gel Extraction Columns” (Grisp, lote 893861), de acordo com as informações do 
fabricante no protocolo do produto. 
A amplificação foi validada através da electroforese em gel de agarose. 
As amostras a sequenciar foram enviadas para a empresa Macrogen juntamente 
com 5 µl dos respetivos primers. 
O assemble das sequências (Forward e Reverse) foi realizado no Geneious e as 




3.5 – Deteção e quantificação de cianotoxinas por HPLC 
 
- Preparação das Amostras e Metodologia para pesquisa de Microcistina 
Mediu-se aproximadamente 200 mg num tubo de vidro e adicionou-se metanol a 
50%, com volume suficiente para assegurar a homogeneização (5 ml), tendo efetuado 
duas amostragens. Posteriormente a solução foi submetida a ultrassons (Vibra Cell – 
Sonics & Materials Inc., Danbury, CT, USA), durante 5 minutos a 60 Hz, num banho de 
gelo, tendo efetuado intervalos a cada minuto. As amostras foram transferidas para tubos 
de Falcon (15ml) e foram centrifugadas (Survall Legend RT Centrifuge da Thermo 
Electron Corporation) a uma velocidade de 4995 g durante 10 minutos à temperatura de 
4ºC (até à obtenção de uma solução límpida). Efetuou-se uma segunda extração do pelet 
resultante e ambos os sobrenadantes foram colocados em gobelés, tapados com parafilm 
e alumínio e foram mantidos durante a noite no frigorífico (4ºC). No dia seguinte, 
transferiu-se as amostras para os Falcon e adicionou-se 1 ml de solvente de extração 
para remover o pelet todo, tendo-se centrifugado os Falcon novamente a uma velocidade 
de 4995 g durante 10 minutos a 4ºC, e adicionados os sobrenadantes. O sobrenadante 
foi concentrado no Speedvac (Labconco) até a evaporação total. A amostra foi depois 
ressuspendida em 1,5 ml de metanol (50%) e colocada num vial de HPLC. 
As frações purificadas de MC - LR foram então quantificadas no sistema de HPLC 
numa coluna de terminação protegida Merck Lichrospher RP - 18 (250 mm x 4.6 mm i.d., 
5 µm) equipado com uma coluna de guarda (4 x 4 mm, 5 µm), ambos mantidos a 45ºC. A 
gama de PDA foi de 210-400 nm com um comprimento de onda fixo de 238 nm. O 
gradiente de eluição linear consistiu em (A) MeOH + 0,1% de ácido trifluoroacético e (B) 
de H2O + 0,1 % de TFA (55 % de A e 45 % a 0 min., 65 % A e 35 % B em 5 min., 80 % A 
e 20% de B em 10 min., 100 % de A em 15 min., 55 % A e 45 % B em 15.1 e 20 min.) 
com um caudal de 0.9 mL/min. O volume injetado foi de 20 µL. O MC - LR foi identificado 
por comparação do espectro e tempo de retenção com um padrão de MC - LR (lote nº 
018K1209, 10.025 μg/mL em MeOH, 98 % de pureza, Cyano Biotech GmbH, Berlim). O 
sistema foi calibrado usando um conjunto de sete diluições padrão de MC - LR (0.5 a 20 
μg mL -1) em metanol 50 %. O tempo de retenção do pico de MC - LR foi ≈ 8 min. 
 
- Preparação das Amostras e Metodologia para pesquisa de Cilindrospermopsina 
Relativamente à deteção e quantificação de Cilindrospermopsina, procedeu-se da 
mesma maneira que para a amostra de Microcistina, tendo desta feita, utilizado como 
solvente de extração água com Ácido Trifluoroacético (ATF a 0.1%). 
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As frações purificadas de cilindrospermopsina foram então quantificadas no 
Waters Alliance e2695 sistema de HPLC acoplado com um PDA 2998 numa coluna fase 
Atlantis® HILLIC (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 µm) da Waters a 40ºC. A gama de PDA estava 
entre 210-400 nm com um comprimento de onda fixo de 262 nm. A eluição isocrática foi 
também uma solução de metanol a 5 % contendo 2 mM de sódio 1 - heptanosulfonato 
mono-hidratado (99 %) com um fluxo de 0.9 mL/min e um volume de injeção de 10 µl. O 
sistema foi calibrado usando um conjunto de sete diluições de padrão 
cilindrospermopsina (25, 20, 10, 5, 2, 1 e 0.5 µg/ml) em água ultrapura. O tempo de 
retenção do pico cilindrospermopsina foi de 7,35 min. 
 
Cada vial foi injetado em duplicado e cada corrida de HPLC de dez amostras foi 
constituída com um branco e duas concentrações padrão diferentes. O software de dados 
Empower 2 Chromatography foi utilizado para o cálculo e divulgação das informações do 
pico. 
Todos os solventes de HPLC foram filtrados (Pall GH Polypro 47 mm, 0.2 μm) e 
desgaseificados por banho de ultrassons. 
 
3.6 – Ensaios enzimáticos ELISA para deteção de Microcistinas 
Este ensaio foi realizado apenas para as amostras liofilizadas, tendo estas sofrido a 
mesma preparação descrita para o HPLC, utilizando como solvente de extração o 
Metanol (80%). 
Foram sonicadas, na potência máxima (60 Hz) durante 1 minuto (em gelo), 
utilizando uma sonda de ultrassons. Após a evaporação no SpeedVac, os extratos 
existentes foram dissolvidos em 1 ml de água ultra-pura esterilizada tendo, 
posteriormente, sido filtrados através de Millex 0.45 µm. Foram feitas diluições de 1:10 e 
1:100 de cada uma das amostras já filtradas.  
Até à realização dos testes de ELISA as alíquotas foram acondicionadas no 
congelador a -20ºC. 
Foi utilizado o kit de ELISA referente à deteção e quantificação das Microcistinas e 
Nodularinas (Microcystins-ADDA ELISA, Microtiter Plate, Abraxis). A preparação das 
amostras foi executada de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante do kit.  
Para se proceder à leitura dos resultados, recorreu-se ao leitor de placas da BioTek 







4.1- Identificação das cianobactérias – Isolamento 
Doze amostras de suplementos alimentares (quatro de Clorela e oito de Spirulina) 
de diferentes marcas foram adquiridas em Ervanárias do Grande Porto no mesmo 
período de tempo. 
Em meio Z8 verificou-se o crescimento de cianobactérias em seis amostras (C1, 
C4, S1, S4, S5 e S6), enquanto que em meio Z8 com NaCl obteve-se em três amostras 
(S1, S5 e S6). (tabela IX) 
 
Tabela IX – Crescimento de cianobactérias nas amostras liofilizadas em Meio Z8 e Meio Z8 com NaCl 
Amostras Crescimento em Meio Z8 Crescimento em Meio Z8 com NaCl 
C1 + - 
C2 - - 
C3 - - 
C4 + - 
S1 + + 
S2 - - 
S3 - - 
S4 + - 
S5 + + 
S6 + + 
S7 - - 
S8 - - 
Legenda: + crescimento no meio; - ausência de crescimento no meio 
 
 Das nove amostras onde se verificou crescimento de cianobactérias, procedeu-se 
ao seu isolamento cujas características morfológicas (filamentosas e coloniais) foram 
verificadas através da observação em microscópio ótico e validadas posteriormente por 
sequenciação. 
 Em meio Z8 com NaCl observou-se a presença de cianobactérias filamentosas e 




















S1 Filamentosa S1F sal Oscillatoriales Leptolyngbya 
2.2 x 1.6 ± 0.4 
µm 
S5 Filamentosa S5F sal Nostocales Nostoc 
4.9 x 3.8 ± 0.5 
µm 
S6 Colonial S6C sal Chroococcales Gloeocapsopsis Ø 4.3 ± 0.6 µm 
1
 - Altura x largura (média ± DP, n= 20) 
Legenda: C – Colonial; F - Filamentosa 
 
 










C1 Filamentosa C1F Oscillatoriales Leptolyngbya 
2.1 x 1.5 ± 0.3 
µm 
C1 Colonial C1C Chroococcales Chroococcus Ø 3.2 ± 0.5 µm 
C4 Colonial C4C Chroococcales Chroococcus Ø 4.4 ± 0.4 µm 
S1 Filamentosa S1F Oscillatoriales Leptolyngbya 
2.0 x 1.6 ± 0.3 
µm 
S1 Colonial S1C Chroococcales Gloeocapsopsis Ø 3.3 ± 0.5 µm 
S4 Colonial S4C Chroococcales Gloeocapsopsis Ø 3.9 ± 0.4 µm 
S5 Colonial S5C Chroococcales Gloeocapsopsis Ø 3.6 ± 0.4 µm 
S6 Filamentosa S6F Oscillatoriales Nodosilinea 
1.9 x 1.5 ± 0.2 
µm 
S6 Colonial S6C Chroococcales Gloeocapsopsis Ø 3.4 ± 0.7 µm 
1
 - Altura x largura (média ± DP, n= 20) 
Legenda: C – Colonial; F - Filamentosa 
 
Os isolados foram depositados na coleção de cultura do LEGE (LEGE CC). A 
correspondência entre os códigos dos isolados (tabela X e XI) e os novos códigos LEGE 


















Fig. 5 – Amostra C1. Na figura observa-
se Clorela e um fragmento de Spirulina. 
Fig. 6 – Amostra C2. Na figura observa-se 
Clorela. 
 















Fig. 8 – Amostra C4. Na figura observa-
se Clorela e um fragmento de Spirulina. 
Fig. 9 e Fig. 10 - Amostra S1. Na figura 9 observa-se Spirulina e uma Clorela; na figura 10 observa-se 
Spirulina e um fragmento que pertence à ordem Oscillatoriales. 
 














Fig. 12 – Amostra S3. Na figura 
observa-se Spirulina. 
 
Fig. 13 – Amostra S4. Na figura 
observa-se Spirulina. 
 
Fig. 14 – Amostra S5. Na figura 













Fig. 15 – Amostra S6. Na figura 
observa-se Spirulina. 
 
Fig. 17 – Amostra S8. Na figura 
observa-se Spirulina. 
 
















Fig. 18 – Amostra S1F. Na figura 
observa-se o género Leptolyngbya. 
 
Fig. 19 – Amostra S5F. Na figura 
observa-se o género Nostoc. 
 
Fig. 20 – Amostra S6C. Na figura 
observa-se o género Gloeocapsopsis. 
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Fig. 21 – Amostra C1F. Na figura 
observa-se o género Leptolyngbya. 
Fig. 22 – Amostra C1C. Na figura 
observa-se o género Chroococcus. 
Fig. 23 – Amostra C4C. Na figura 












Fig. 24 – Amostra S1F. Na figura 
observa-se o género Leptolyngbya. 
Fig. 25 – Amostra S1C. Na figura 
observa-se o género Gloeocapsopsis. 
Fig. 26 – Amostra S4C. Na figura 













Fig. 27 – Amostra S5C. Na figura 
observa-se o género Gloeocapsopsis. 
Fig. 28 e Fig. 29 – Amostra S6F. Na figura observa-se o género Nodosilinea. 
 
Fig. 30 – Amostra S6C. Na figura 




4.2- Resultados da análise molecular 
 
4.2.1 – Resultados obtidos por PCR 
 
Reações simples e multiplex foram realizadas para testar os primers 
reconstituídos e para verificar a eficácia dos protocolos na amplificação dos genes alvo. 
A maioria dos produtos destas reações demonstrou eficácia, não tendo havido 
problemas na amplificação com o uso dos primers como exemplificado na figura 31 (gene 




Legenda: CP – Controlo Positivo; CN – Controlo Negativo 
Fig. 31 – Amplificação do gene 16S rRNA nas amostras liofilizadas e isolados 
 
Como verificado na figura 31, comprovou-se que o gene codificante 16S rRNA 
estava presente em todas as amostras liofilizadas e nos isolados. 
Tendo-se obtido este resultado, foi realizada uma nova amplificação desses genes 
específicos para o dobro do volume de forma a se proceder à identificação dos 
géneros/espécies através da sequenciação. (tabelas XV, XVI e XVII) 
          CP    CN       S1Fs S5Fs S6Cs  C1F  C1C   C4    S1F  S1C    S4    S5C    S6F  S6C    M 
 M     C1    C2    C3   C4    CP    CN       M     S1     S2      S3     S4    S5     S6     S7     S8    CP    CN 
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De todas as amostras analisadas apenas duas (C2 e C3) apresentaram ser 
negativas para todos os genes específicos de cianotoxinas pesquisadas (tabelas XII e 
XIII). 
 
Tabela XII – Resultados dos PCR’s das toxinas Microcistina e Nodularina e para deteção de Microcystis spp. 
Amostra mcyA mcyB mcyC mcyD mcyE mcyG rpoC1 gyrB 
C1 - - - - - - - (+) 
C2 - - - - - - - - 
C3 - - - - - - - - 
C4 - - - - - - - - 
S1 - - - - - - - - 
S2 - - - - - - - - 
S3 + + + + + - - + 
S4 - - - - - - - - 
S5 - - - - - - - - 
S6 - - - - - - - - 
S7 - - - - - - - + 
S8 - - - - - - - - 
Legenda: + presença de banda (bp) no gene específico para a identificação da espécie; - ausência de banda 
(bp) no respetivo gene; (+) possível presença de banda (bp) no respetivo gene 
 
Como demonstrado na tabela XII, a amostra S3 foi positiva relativamente aos 
genes específicos para microcistina todos estão presentes exceto mcyG e rpoC1.  
 
 
Legenda: + presença de banda (bp) no gene específico para a identificação da espécie; - ausência de banda 
(bp) no respetivo gene; (+) possível presença de banda (bp) no respetivo gene 
 
A tabela XIII apresenta os restantes resultados dos PCR’s relativamente aos genes das 
cianotoxinas testadas. 
Amostra PS PKS AMT rpoC1 sxtI anaC 
C1 - (+) - - - - 
C2 - - - - - - 
C3 - - - - - - 
C4 - (+) - - - - 
S1 - - - (+) + - 
S2 - - - - + - 
S3 - (+) - - + - 
S4 - (+) - (+) + - 
S5 - - - (+) + - 
S6 - - - (+) + - 
S7 (+) + - - - - 
S8 - - - - + - 
Tabela XIII – Resultados dos PCR’s das toxinas Cilindrospermopsina, Saxitoxina e Anatoxina-a 
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 Como é possível verificar-se, uma das amostras (S7) foi positiva no gene PS e no 
gene PKS. 
 Para o gene rpoC1 específico para C. raciborskii, quatro amostras (S1, S4, S5 e 
S6) apresentaram-se positivas com bandas ténues. 
 Relativamente à saxitoxina, sete amostras (S1, S2, S3, S4, S5, S6 e S8) 
mostraram-se positivas para o gene codificante sxtI. 
 Os genes codificantes para anatoxina-a não estiveram presentes em nenhuma 
das amostras testadas. 
 
 
Os resultados de PCR relativamente à presença de algumas bactérias 
patogénicas, nomeadamente Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
spp., Campylobacter jejuni, Enterococcus, Staphylococcus aureus e Clostridium 


















Tabela XIV – Resultados dos PCR’s das amostras liofilizadas e isolados (à data) 












C1 + + - - - - 
- 
C2 - - - - - - 
- 
C3 - - - - - - 
- 
C4 + - + - + - 
- 
S1 - - - - + - 
- 
S2 - + - - + - 
- 
S3 - - + - + - 
- 
S4 - - + - + - 
- 
S5 - + - - + - 
- 
S6 - + - - + - 
- 
S7 - + - - + - 
- 
S8 - - - - + - 
- 
C1F - - - - - - 
- 
C1C - - - - - - 
- 
S1sF - - - - - - 
- 
S1F - - - - - - 
- 
S1C - - - - - - 
- 
S5C - - - - - - 
- 
S6F - - - - - - 
- 
S6C - - - - - - 
- 
Legenda: Amplificação do fragmento do gene específico para a identificação da espécie bacteriana (+); 
Ausência de amplificação do fragmento no respetivo gene (-) 
 
Não se verificou a presença de Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus e 
Clostridium perfringens, contudo detetou-se a presença de E. coli em duas amostras (C1, 
C4), Pseudomonas aeruginosa em cinco (C1, S2, S5, S6 e S7), Salmonella spp. em três 
(C4, S3, S4) e nove amostras (C4, S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8) foram positivas em 
Enterococcus.    
 
4.2.2 – Sequenciação 
 Após a excisão e purificação das bandas para os respetivos fragmentos de genes 
específicos, estes foram enviados para sequenciação com o intuito de identificar o 





Tabela XV – Resultados da pesquisa no GenBank das sequências obtidas para o gene 16S rRNA nas 
amostras liofilizadas, segundo o algoritmo BLASTn  
Amostras 
liofilizadas 






Parachlorella kessleri SAG 211-11g, chloroplast  
Chlorella kessleri SAG 211-11g, chloroplast 






Parachlorella kessleri SAG 211-11g, chloroplast 
Chlorella kessleri SAG 211-11g, chloroplast 






Arthrospira platensis BHN2  
Arthrospira platensis HF  






Arthrospira platensis BHN2  
Arthrospira platensis HF 






Arthrospira platensis BHN2  
Arthrospira platensis HF  






Uncultured Arthrospira sp. clone CyE-8 
Uncultured Arthrospira sp. clone CyE-2.30  








Arthrospira platensis BHN2 
Arthrospira platensis HF  






Arthrospira platensis BHN2  
Arthrospira platensis HF  






Arthrospira platensis BHN2  
Arthrospira platensis HF  






Arthrospira platensis BHN2  
Arthrospira platensis HF  








Tabela XVI – Resultados da pesquisa no GenBank das sequências obtidas para o gene 16S rRNA nos 
isolados, utilizando o algoritmo BLASTn 






Leptolyngbya sp. CYN83 







Chroococcales cyanobacterium LEGE 06123  
Gloeocapsa sp. PCC 7428 









Chroococcidiopsis sp. CCMP2728  
Chroococcidiopsis sp. PCC 7431  









Leptolyngbya sp. Greenland_7  
Filamentous thermophilic cyanobacterium 
tBTRCCn 407  










Leptolyngbya sp. CYN83  







Chroococcales cyanobacterium LEGE 06123  
Gloeocapsa sp. PCC 7428  






Chroococcales cyanobacterium LEGE 06123  
Gloeocapsa sp. PCC 7428  








Anabaena sp. BHUAR002  
Anabaena sp. BHUAR001  
Cylindrospermum sp. A1345  
Nostoc sp. CYN73  








Chroococcales cyanobacterium LEGE 06123  
Gloeocapsa sp. PCC 7428  








Chroococcales cyanobacterium LEGE 06123  
Gloeocapsa sp. PCC 7428  








Nodosilinea sp. CENA523  
Nodosilinea sp. CENA522  






Chroococcales cyanobacterium LEGE 06123  
Gloeocapsa sp. PCC 7428  





*- foram excluídas as uncultured sample sequences 
 
Com género/espécie devidamente identificados, procedeu-se à pesquisa de 
diversos genes específicos de cianotoxinas (tabela XVII) e bactérias patogénicas (tabela 
XVIII). 
 
Tabela XVII – Resultados da pesquisa no GenBank das sequências obtidas para os genes específicos das 
cianotoxinas nas amostras liofilizadas, utilizando o algoritmo BLASTn  






Microcystis sp. RST 9501 peptide 
synthetase (mcyA) gene 
Microcystis aeruginosa PCC 7806 
genome sequencing data, contig C322 








Microcystis aeruginosa PCC 7806 
genome sequencing data, contig C322 
Microcystis aeruginosa PCC 7806 
Microcystis sp. Kot12/08-3 microcystin 








Spirulina platensis gyrB gene for DNA 





Tabela XVIII – Resultados da pesquisa no GenBank das sequências obtidas para os genes específicos das 
bactérias patogénicas nas amostras liofilizadas, utilizando o algoritmo BLASTn  






Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 
Escherichia coli LY180 






Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 
Escherichia coli LY180 







As sequências amplificadas obtidas através dos diversos genes específicos estão 
registadas no Anexo III. 
 
4.3 – Resultados obtidos por HPLC 
Tentou-se detetar a microcistina na amostra S3 e a cilindrospermopsina na 
amostra S7 por HPLC, tendo obtido resultado negativo em ambas. (Anexo IV) 
 
 
4.4 – Resultados obtidos por ELISA 
As amostras liofilizadas foram analisadas por ELISA, detetando-se a presença de 











Tabela XIX – Resultados da Microcistina obtidos por ELISA, nas amostras liofilizadas 
  



















µg MC/1 comp 
Média 
µg MC/3 comp 
Máximo 
Consumível 
µg MC/6 comp 
C1 11 0,011 0,1195 0,590 0,054 0,054 0,163 0,326 
C2 41,2 0,0412 0,1084 0,563 0,214 0,214 0,642 1,284 
C3 4,3 0,0043 0,1062 0,383 0,016 0,016 0,047 0,093 
C4 68,1 0,0681 0,1053 0,499 0,323 0,323 0,968 1,936 
S1 43,2 0,0432 0,1029 0,640 0,269 0,269 0,806 1,611 
S2 15,4 0,0154 0,1014 0,521 0,079 0,079 0,237 0,475 
S3 46,7 0,0467 0,1017 0,924 0,424 0,424 1,273 2,547 
S4 20,9 0,0209 0,1012 0,302 0,062 0,062 0,187 0,374 
S5 5,5 0,0055 0,1015 0,402 0,022 0,022 0,065 0,131 
S6 6,1 0,0061 0,1043 0,444 0,026 0,026 0,078 0,156 
S7 6,9 0,0069 0,1044 0,553 0,037 0,037 0,110 0,219 














C1 C2 C3 C4 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 
µg/g 
Amostras 
Resultados da ELISA (MC) 
Mínimo Consumível µg MC/1 
comprimido 
Média Consumível µg MC/3 
comprimidos 
Máximo Consumível µg MC/6 
comprimidos 
Valor limite para as 
cianobactérias, segundo a 
Divisão de Saúde de 
Oregon e o Departamento 




5- Discussão de Resultados 
 
 Atualmente, os suplementos alimentares constituídos por microalgas são muito 
consumidos pela população e o seu processo de obtenção é essencialmente 
internacional. 
 Devido ao crescimento das microalgas e a sua colheita serem efetuadas a céu 
aberto, sem grande controlo de segurança alimentar, estas podem ser facilmente 
contaminadas e sofrer alterações microbiológicas. Esta má conduta permite, 
frequentemente, que estes suplementos se tornem veículos de transmissão de 
microrganismos e consecutivamente promovam surtos de intoxicação e infeções. 
 Devido à falta de controlo das medidas preventivas face à contaminação dos 
suplementos alimentares, a monitorização destes produtos revela-se essencial. 
 Doze amostras de suplementos alimentares com origem em microalgas (quatro de 
Clorela e oito da Spirulina), foram adquiridas nas Ervanárias no Grande Porto. 
 As amostras liofilizadas foram visualizadas ao microscópio ótico e duas das 
amostras de Clorela (C1 e C4) possuíam fragmentos de Spirulina. Nas amostras de 
Spirulina (S1 e S5) detetou-se a presença de Clorela e um fragmento na S1 que 
pertencia possivelmente à ordem Oscillatoriales. 
 A causa de contaminação poderá ter sido devido às condições de limpeza dos 
tanques de crescimento destas algas, ou à sua indevida manipulação e armazenamento. 
Tais contaminações poderão causar a produção indesejada de cianotoxinas, levando 
possivelmente a intoxicações/infeções por parte dos consumidores.  
 O isolamento dos organismos em culturas puras permite posteriormente identificar 
os géneros/espécies bem como a possível toxicidade, detetando e quantificando as 
concentrações das toxinas. 
 Neste trabalho, utilizaram-se os meios Z8 e Z8 com NaCl no sentido de isolar os 
organismos presentes nas amostras liofilizadas. 
 O crescimento dos organismos decorreu entre 1 a 4 meses mas tal acontecimento 
não ocorreu em todos os meios. Este processo de isolamento demorou mais três meses 
até à obtenção de isolados unialgais. A purificação e a cultura destes organismos algais 
pode ser difícil e morosa, sendo mais facilmente cultivadas quando acompanhadas por 
bactérias heterotróficas (Regueiras A., 2009). 
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 Através dos meios Z8 e Z8 com NaCl foi possível obter o crescimento de isolados 
coloniais e filamentosos. Em meio Z8 com NaCl observaram-se a presença de dois 
organismos filamentosos e um colonial. No meio Z8 cresceram três organismos 
filamentosos e seis coloniais.  
 Verificou-se maior crescimento no meio Z8 do que no meio Z8 com NaCl e isto 
deve-se provavelmente ao fato das algas crescerem com mais intensidade em ambientes 
não halofílicos. 
 Com base no código de nomenclatura botânica, todos os organismos isolados 
foram diferenciados em género através da análise morfológica por microscópio ótico. 
 Como a identificação morfológica é uma análise subjetiva e por isso, passível de 
falhas, foi utilizado a análise molecular por PCR com amplificação e posterior 
sequenciação do gene 16S rRNA específico para a classificação das cianobactérias 
(identificação polifásica). 
 Foi utilizada a identificação morfológica ao microscópio ótico nas amostras 
liofilizadas e foram identificados os géneros e as espécies das cianobactérias presentes 
nessas amostras após amplificação e posterior sequenciação dos genes específicos; os 
isolados foram também identificados por análise morfológica e molecular.  
 O gene específico 16S rRNA tanto codifica as cianobactérias quanto os 
cloroplastos presentes na Clorela.  
Comprovou-se que o gene codificante 16S rRNA estava presente em todas as 
amostras liofilizadas e nos isolados tanto nas amostras de Spirulina como na Clorela. 
 Deste modo, os resultados da sequenciação referentes aos isolados estiveram em 
concordância com as identificações morfológicas ao microscópio ótico. O fato de estar 
presente o gene 16S rRNA na Chorella significa que se detetou não uma cianobactéria, 
mas sim os cloroplastos constituintes da alga em causa.  
  De todas as amostras analisadas apenas duas (C2 e C3) se apresentaram 
negativas para todos os genes específicos de cianotoxinas e bactérias patogénicas 
pesquisadas.  
 Os resultados obtidos relativos à identificação do género/espécie das 
cianobactérias nos suplementos alimentares que referiam conter unicamente Spirulina 
demonstraram não estarem em concordância com o conteúdo, pois o único género 
detetado foi o Arthrospira platensis, apesar das amostras S3, S4 e S6 identificarem esse 




 Relativamente ao género Chlorella, apenas o produtor da amostra C4 referiu 
tratar-se de Chlorella vulgaris, não tendo no entanto sido esse o resultado encontrado 
após sequenciação. 
 Não é possível diferenciar microscopicamente as estirpes tóxicas das não tóxicas. 
Uma mesma espécie pode possuir estirpes diferentes que podem ser morfologicamente 
semelhantes mas diferir na produção de toxinas. A utilização de técnicas moleculares 
permitiu o desenvolvimento de métodos de identificação de cianobactérias 
potencialmente tóxicas. Embora, geneticamente capazes de produzir toxina não significa 
que a toxina esteja a ser produzida (Regueiras A., 2009). 
 O uso de métodos moleculares para a identificação dos organismos e suas 
toxinas possibilita a sua rápida caracterização com baixo custo e sensibilidade de acordo 
com as sequências de ácidos nucleicos. Para além disso, estas técnicas não requerem o 
cultivo dos organismos em estudo. 
 Foram selecionados primers de genes envolvidos na produção de microcistina, 
nodularina, cilindrospermopsina, saxitoxina e anatoxina. 
 Foi utilizado um primer como alvo para aminotransferase localizado nos genes 
mcyE e nda F (microcistina e nodularina sintetases, respetivamente). Os primers 
HEPF/HEPR das cianobactérias hepatotóxicas amplificam um fragmento de 472 bp ao 
qual se denominou HEP (Jungblut e Neilan, 2006). 
 Só foi possível analisar as amostras liofilizadas para a deteção de cianotoxinas, 
no entanto, os isolados deveriam ter sido testados, mas não foi possível tal realização 
devido à falta de tempo.  
 Apesar de terem ocorrido amplificações nos PCR’s com os genes específicos 
nomeadamente PS, PKS, rpoC1 e sxtI, não foi possível obter resultados da sequenciação 
devido à sua má qualidade.  
 A amostra S7 foi positiva no gene gyrB, que é um gene específico para M. 
aeruginosa, no entanto, constatou-se após sequenciação que amplificou para Spirulina 
platensis, como tal, podemos dizer que estamos perante um falso positivo. 
 Na amostra S3 não se pode identificar a existência da M. aeruginosa, apesar de 
ter havido uma sequenciação correta dos genes mcyA e mcyE que tiveram uma 
similaridade de 100 e 99%, respetivamente. Uma vez que o gene rpoC1 (específico para 
Microcystis spp.) foi negativo, não se pode aferir com toda a certeza que será Microcystis 
spp., para corroborar a sua existência seria necessário obter a sequência correta do gene 
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gyrB e utilizar o par de primers Micr184F/431R que amplifica uma região de 220 bp do 
gene 16S rRNA, específica do género Microcystis (Neilan et al., 1997).  
 As amostras positivas para o fragmento do gene mcyA indicam elevada 
probabilidade de produzir microcistina (Hisbergues et al., 2003). Estirpes de 
cianobactérias produtoras de microcistina possuem um cluster de genes de microcistina 
sintetase (mcy) crucial para a produção da toxina. Quando esse cluster não está presente 
ou contém uma cópia incompleta, geralmente as estirpes não são produtoras da toxina 
(Regueiras A., 2009). 
 O mcyG foi o único gene de mcy que se apresentou negativo na amostra S3. É 
possível que este resultado seja um falso negativo ou então o cluster está incompleto e 
como tal não produz a toxina.  
  Assim, confirma-se a necessidade e a importância de se pesquisar vários genes 
do cluster mcy para inferir sobre a possível presença da toxina.  
 Para comprovar a deteção/quantificação de microcistinas e cilindrospermopsina 
utilizou-se o método de HPLC mas os resultados em ambos apresentaram-se negativos. 
Este fato deveu-se possivelmente à reduzida quantidade destas toxinas nas amostras ou 
à sua não produção nas mesmas.  
 Comparando os resultados obtidos das cianobactérias entre o PCR e as técnicas 
de HPLC, a análise molecular mostrou ser mais sensível uma vez que, embora não 
quantificável, foi possível determinar a presença dos genes de microcistina.   
 Num estudo realizado por Saker e seus colaboradores (2007) na deteção de 
cianobactérias toxigénicas nos suplementos alimentares, foi igualmente comprovada a 
utilização eficaz dos métodos moleculares para detetar a presença de microcistina nestes 
produtos consumíveis. Estes autores concluíram que a técnica de PCR é um método 
rápido, relativamente barato e altamente sensível na identificação de géneros/espécies 
produtoras destas toxinas.   
 O método de HPLC utiliza os padrões da toxina, mas apenas existem para um 
pequeno número de isoformas. O elevado custo e os reduzidos volumes que são 
comercializados, também são outros inconvenientes desta técnica (Regueiras A., 2009). 
 Deste modo, procedeu-se à quantificação das microcistinas por ELISA que 
providência uma estimativa da quantidade desta toxina com um processamento simples e 
rápido da amostra. A quantificação por ELISA está dependente da capacidade dos 
anticorpos reconhecerem as variantes da microcistina existentes na amostra, apesar de 
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que, nem todas as toxinas possuem a mesma afinidade para os anticorpos (Regueiras A., 
2009). 
 A técnica ELISA foi aplicada com sucesso pois permitiu comprovar e quantificar a 
microcistina na amostra S3. O fato de se ter detetado e quantificado a microcistina na 
ELISA e não em HPLC deve-se aos limites de deteção desta toxina por HPLC ser 1000 
vezes superior ao da ELISA (Regueiras A., 2009). 
 O ELISA demonstra maior qualidade nos resultados em relação ao HPLC, porque 
é mais sensível e por conseguinte fornece mais confiança nos seus valores.  
 Para fazer prova face a estes resultados, o uso do método de LC-MS na 
quantificação desta toxina na amostra S3 mostrar-se-ia eficaz, pois esta técnica é mais 
sensível. Contudo, não foi possível a sua realização por falta de tempo. 
 Estudos previamente efetuados referem que variações ocorridas em parâmetros 
como a luz, temperatura, pH e nutrientes podem influenciar na produção de microcistina 
(WHO, 1999). 
A Organização Mundial de Saúde, considera um limite de toxicidade por 
microcistinas em humanos devido ao risco de promoção de tumores e aos distúrbios 
gastrointestinais.  
 A legislação que define o limite máximo de microcistina em cianobactérias está 
vigente com o valor de 1 µg/g (Gilroy et al., 2000). A quantificação de microcistinas é 
muito importante, uma vez que estas toxinas se tornam problemáticas e potencialmente 
tóxicas quando presentes em determinadas concentrações. 
 De acordo com os resultados obtidos por ELISA, os valores de microcistina nos 
suplementos alimentares apresentam-se, na sua maioria, com a concentração inferior à 
proibida por lei para as cianobactérias, de acordo com a Divisão de Saúde de Oregon e o 
Departamento de Agricultura de Oregon, E.U.A. (Gilroy et al., 2000). Na indicação do 
produto, referente à amostra (S3) estas aconselham a que se tome quatro comprimidos 
por dia (o equivalente a 1,698 µg/g) ultrapassando, por isso, 1 µg/g.  
 Saker e seus colaboradores (2007), também verificaram a presença de 
microcistinas em suplementos alimentares produzidos para consumo humano.  
 Torna-se importante referir que todos os produtos alimentares adquiridos nas 
Ervanárias contêm indicação quanto à toma máxima diária dos comprimidos, porém esta 
toma varia entre 3 a 6 comprimidos/dia, tendo no entanto o produtor da C4 referido que a 
dose máxima diária varia entre 1 a 12 comprimidos. Este fato pode levar o consumidor a 
exagerar na dose diária da toma destes produtos e caso existam pequenas 
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concentrações de alguma toxina nos comprimidos, poderá acarretar sérios problemas 
para a saúde do indivíduo. 
 Relativamente às cianotoxinas presentes em suplementos alimentares 
constituídos por algas, ainda não existe legislação Europeia para padronizar os valores 
limite (Bruno M., 2005). 
 A deteção das bactérias patogénicas nos suplementos alimentares é importante 
uma vez que estes microrganismos em baixas concentrações podem provocar 
intoxicações alimentares e por sua vez levar à morte do indivíduo. 
 Neste trabalho laboratorial, foi identificada a E. coli através da sequenciação na 
amostra C1 e C4 com o gene GADAB, mas apesar de ter ocorrido amplificação para os 
organismos alvos, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp. e Enterococcus, a 
sequenciação foi inconclusiva. 
 Os resultados inconclusivos poderão dever-se à má qualidade da sequenciação, à 




















 Nos suplementos alimentares de Clorela verificou-se a ocorrência de 
cianobactérias e E. coli e nos suplementos de Spirulina detetaram-se alguns genes 
codificadores da microcistina. 
 A observação morfológica das cianobactérias e posterior análise molecular, serviu 
como base para concluir que os suplementos alimentares indicados como sendo 
unicamente constituídos por Spirulina demonstraram não estarem em concordância, com 
a maioria dos suplementos, pois o único género detetado foi Arthrospira platensis. 
 Tendo em conta que as cianobactérias representam um sério problema para o 
consumo humano, maiores conhecimentos sobre a ocorrência desta espécie e as suas 
toxinas são importantes. 
 A análise por PCR e posterior sequenciação nas amostras, permitiu detetar 
clusters de genes envolvidos na produção de microscistina. A técnica imunológica 
(ELISA) serviu como forma de comprovar a presença e quantificação desta toxina.  
 Deste modo, para a quantificação da microcistina, o ELISA demonstrou ser mais 
adequado que a cromatografia (HPLC), uma vez que os limites desta última para a 
deteção desta toxina é 1000 vezes superior ao da ELISA. 
 Para a deteção de bactérias patogénicas, a amplificação por PCR dos genes 
específicos e posterior sequenciação demonstraram ser bastante úteis devido à rapidez e 
sensibilidade. 
 A deteção de cianobactérias e E. coli em suplementos alimentares de Chlorella 
spp. e a presença de genes codificadores de microcistina em suplementos de Spirulina 
spp. indica a necessidade inquestionável de monitorizar estes produtos como medidas 
preventivas com vista a assegurar a fiabilidade da segurança alimentar.      
 Esta dissertação demonstra a grande importância do uso de métodos moleculares 
para a monitorização dos suplementos alimentares constituídos por algas. 
 Visto que neste trabalho apenas foram detetados os genes codificadores de 
microcistina como potenciais causadores de intoxicações alimentares, em pesquisas 
posteriores seria interessante e extremamente importante a deteção/quantificação de 
outras cianotoxinas nestes produtos.  
 A análise de outros suplementos algais relativamente à presença de cianotoxinas 




 Proceder-se ao estudo de clones com o intuito de efetuar uma biblioteca de clones 
e DGGE também é um trabalho interessante a se realizar num futuro próximo. 
 Este trabalho remete para a importância do controlo das condições de produção, 
manipulação e armazenamento dos suplementos alimentares indispensável para 
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Identificação Morfológica dos Isolados em Meio Z8 com NaCl 
 
Código Ordem Género Código LEGE 
S1F sal Oscillatoriales Leptolyngbya-like 13412 
S5F sal Nostocales Nostoc 13413 
S6C sal Chroococcales Gloeocapsopsis 13414 
 
 
Identificação Morfológica dos Isolados em Meio Z8 
 
Código Ordem Género Código LEGE 
C1F Oscillatoriales Leptolyngbya-like 
13415 
C1C Chroococcales Chroococcus-like 
13416 
C4C Chroococcales Chroococcus-like 
13417 
S1F Oscillatoriales Leptolyngbya-like 
13418 
S1C Chroococcales Gloeocapsa-like 
13419 
S4C Chroococcales Gloeocapsa-like 
13420 
S5C Chroococcales Gloeocapsopsis 
13421 
S6F Oscillatoriales Nodosilinea 
13422 









As imagens presentes neste anexo referem-se a alguns dos resultados da 
amplificação dos genes por PCR. As figuras correspondem aos resultados de PCR tanto 
para as amostras liofilizadas, como para os isolados. O marcador utilizado foi marcador 
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A amostra descrita aqui como S5F não foi contabilizada, uma vez que se 
apresentava com contaminação fúngica 
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As sequências que se seguem referem-se às sequências amplificadas, através do 
gene 16S rRNA, para determinação das espécies. Todas as sequências encontram-se no 
sentido 5’→3’. 
 











































































































As sequências que se seguem referem-se às sequências amplificadas, através do 
gene 16S rRNA, para determinação dos géneros/espécies dos isolados. Todas as 
sequências encontram-se no sentido 5’→3’. 
 
































































































































As sequências que se seguem referem-se às sequências amplificadas, através 
dos diferentes genes utilizados para determinação das cianotoxinas e bactérias 
patogénicas nas amostras liofilizadas. Todas as sequências encontram-se no sentido 
5’→3’. 
 
Cianotoxinas e bactérias patogénicas - Amostras Liofilizadas (sequência consenso) 
 




























































As imagens seguintes referem-se aos cromatogramas obtidos por HPLC para as 
amostras liofilizadas (S3 e S7) 
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